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1 UVOD    
Že od zgodnjega odkritja sredi 19. stoletja, so tetraciklinski antibiotiki imeli pomembno vlogo 
zaradi njihovega širokega spektra delovanja in nizkih stroškov uporabe (Anderson in sod., 2005). 
Antibiotiki so sekundarni metaboliti, ki jih proizvajajo različni mikroorganizmi. Večina 
antibiotikov, ki se uporabljajo v medicini, veterinarstvu in kmetijstvu, izvirajo iz bakterij rodu 
Streptomyces (Chater, 2016). Za sekundarni metabolizem so značilne kratke (enosmerne) 
biosintetske poti, katerih rezultat so velike količine končnih produktov, ki se shranijo v celicah ali 
izločijo v celično okolje (Kurzątkowska, 2017).  
Tetraciklini (TC) so poliketidni naravni proizvodi, ki vključujejo številne klinično pomembne 
učinkovine z protibakterijskim delovanjem, kot so oksitetraciklin (5-hidroksi-TC, OTC) in 
klortetraciklin (7-klor-TC, CTC). Oksitetraciklin, antibiotik širokega spektra, proizvaja pomemben 
industrijski mikroorganizem Streptomyces rimosus. S. rimosus je ena izmed redkih bakterij rodu 
Streptomyces, ki se hitro razmnožuje v bioreaktorju v homogeni obliki, s celičnimi donosi nad 50 
g/L (Petković in sod., 2006).  
Vedno večja odpornost različnih patogenov na antibiotike v zadnjih desetletjih vodi v spreminjanje 
kemijske strukture obstoječih antibiotikov in s tem v razvoj novih spojin z izboljšanim 
protimikrobnim delovanjem (Kurzątkowska, 2017). Natančna manipulacija genov za proizvodnjo 
antibiotikov zagotavlja priložnost za pridobivanje novih bioaktivnih spojin na osnovi 
tetracikličnega jedra, kar lahko vodi v novo generacijo terapevtikov, ki temeljijo na tetraciklinih 
(Petković in sod., 2006).   
Farmacevtska industrija se sooča s povečano proizvodnjo generičnih zdravil, zato je treba bistveno 
zmanjšati operativne stroške z optimizacijo proizvodnje antibiotikov in njihovih postopkov 
čiščenja. Proizvodni stroški antibiotikov v veliki meri izhajajo tudi iz postopkov ekstrakcije in s 
tem povezanih postopkov čiščenja, t.i. zaključnih procesov (Pereira in sod., 2013). Zato je bil naš 
namen ovrednotiti in preizkusiti različne postopke ekstrakcije tetraciklinov iz  kulture 
Streptomyces rimosus, za potrebe analitike in potencialne uporabe v zaključnih procesih. 
1.1 NAMEN IN POVOD DELA         
Cilj diplomske naloge je določiti najbolj optimalno metodo za postopek ekstrakcije različnih 
tetraciklinov iz brozge. Uporabili smo gensko spremenjen sev bakterije Streptomyces rimosus, ki 
med biosintezo oksitetraciklina proizvaja vsaj dva medprodukta. Kot kontrolni sev smo uporabili 
Streptomyces rimosus, ki proizvaja oksitetraciklin v visokih koncentracijah.  
1.1 HIPOTEZE 
Delovne hipoteze smo postavili na podlagi dosedanjih raziskav in dosežkov na področju 
produkcije in ekstrakcije tetraciklinskih antibiotikov in poznavanju biosinteznih poti ter kemijskih 
lastnosti tetraciklinov. Predvidevali smo, da je: 
- Ekstrakcija tetraciklinov odvisna od pH vrednosti kulture 
- Topnost tetraciklinov pri višji pH vrednosti je višja v vodni fazi, kot v organski  
- Dodatek amberlitov v gojišče vpliva pozitivno na končni donos tetraciklinov v kulturi S. 
rimosus 
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2 PREGLED OBJAV        
2.1 BAKTERIJE RODU Streptomyces   
Filamentozne bakterije rodu Streptomyces izhajajo iz družine Streptomycetaceae, red 
Actinomycetales, ki vključuje več kot 500 vrst, ki se pojavljajo v zemlji in vodi. V rod 
Streptomyces spadajo aerobne, gram-pozitivne, nitaste bakterije, ki proizvajajo dobro razvite 
vegetativne hife (s premerom med 0,5-2,0 µm) z vejami (Madigan in sod., 2008). Njihova DNA 
vsebuje visok odstotek G+C baznih parov (okrog 70%), v primerjavi z drugimi bakterijami, kot je 
Escherichia coli (50 %) (de Lima Procópio in sod., 2012). 
Večina aktinobakterij (zlasti  bakterije Streptomyces) so saprofitni organizmi v tleh, ki večino 
svojega življenjskega cikla preživijo kot semidormantne spore, najpogosteje v pogojih, omejenih s 
hranili. V tleh so pogostejši kot v drugih medijih, zlasti na alkalnih tleh in tleh, bogatih z organsko 
snovjo, kjer predstavljajo pomemben del mikrobne populacije. Aktinobakterije najdemo tako na 
površini tal kot v globinah, več kot 2 m pod zemljo. V populaciji tal prevladuje rod Streptomyces, 
ki predstavlja več kot 95% sevov Actinomycetales, izoliranih iz tal. Na rast vplivajo tudi drugi 
dejavniki, kot so temperatura, pH in vlaga v tleh. Optimalna rast je pri nevtralnem pH (Barka in 
sod., 2016). 
Bakterije rodu Streptomyces imajo velik industrijski in medicinski pomen, ker so med 
najštevilčnejšimi in najbolj vsestranskimi talnimi mikroorganizmi glede na veliko raznolikost 
proizvodnje metabolitov in njihovih biotransformacijskih procesov, sposobnosti razgradnje 
lignoceluloze in hitina ter njihovo temeljno vlogo v bioloških ciklih organske snovi (de Lima 
Procópio in sod., 2012).  
Streptomyces rimosus sodi med najbolje študirane industrijske streptomicete, z zelo dobro 
razvitimi genskimi orodji (Petković in sod., 2018). Številni geni, ki kodiranjo biosintezo encimov 
so potrebni za biosintezo antibiotikov, zato so genomi vrst Streptomyces navadno precej veliki 
(Madigan in sod., 2008). 
2.2 SEKUNDARNI METABOLITI BAKTERIJ RODU Streptomyces    
Najpomembnejša lastnost bakterij rodu Streptomyces je sposobnost proizvodnje bioaktivnih 
sekundarnih metabolitov, kot so protiglivična zdravila, protivirusna zdravila, antihipertenzivi in 
večinoma antibiotiki in imunosupresivi (de Lima Procópio in sod., 2012). Kot navaja Chater 
(2016), večina antibiotikov, ki se uporabljajo v medicini, veterini in kmetijstvu izvirajo iz bakterij 
rodu Streptomyces (50% vseh izoliranih bakterij rodu Streptomyces ima sposobnost proizvajati 
antibiotike). Čeprav je bakterija odporna na lastne antibiotike, pa še vedno ostaja občutljiva na 
antibiotike, ki jih proizvajajo druge bakterije rodu Streptomyces (Madigan in sod., 2008). Te 
organizme vse bolj intenzivno preučujemo v pričakovanju, da bodo pomembno prispevali k 
zagotavljanju novih terapevtskih sredstev za boj proti svetovnemu pojavu odpornosti na 
antibiotike med patogenimi bakterijami, pa tudi za zagotavljanje drugih bioaktivnih učinkovin z 
medicinsko uporabo (Chater, 2016). 
2.3   TETRACIKLINSKI ANTIBIOTIKI 
Nekatera klinično in komercialno najpomembnejša naravna zdravila bakterij rodu Streptomyces 
spadajo v razred antibiotikov tetraciklin (TC), ki se uporabljajo za zdravljenje številnih okužb, ki 
jih povzročajo tako gram-pozitivne in negativne bakterije kot tudi okužbe, ki jih povzročajo 
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znotrajcelični patogeni, vključno z mikoplazmami, klamidijami in riketijami (Petković in sod., 
2006). 
2.3.1 Odkritje tetraciklinskih antibiotikov 
Kot trdita Nelson in Levy (2011), je do odkritja tetraciklinov prišlo med preučevanjem aktinomicet 
iz zemlje na univerzi v Winsconsinu. Kolonije izoliranih bakterij so bile testirane na delovanje 
antibiotikov na plošči gram-pozitivnih in gram-negativnih bakterij in na enem izmed vzorcev je 
zrastla rumeno obarvana kolonija, ki je močno zavirala rast drugih bakterij. Na plošči agarja je 
tvorila veliko cono inhibicije in to neznano snov so nato identificirali kot antibiotik, in ga kot 
prvega označili z nazivom »antibiotik širokega spektra«. Spojino so  poimenovali Aureomicin (6-
klorotetraciklin), bakterijski sev, ki ga proizvaja je postal znan kot Streptomyces aureofaciens.  
Bakterija Streptomyces rimosus je bila izolirana iz vzorca zemlje leta 1950. Spojina, ki jo je 
proizvajala je bila v primerjavi z aureomicinom, bolj topna v vodi ter je imela boljšo biološko 
aktivnost. Spojino so poimenovali Terramicin (oksitetraciklin) in je predstavljala veliko 
konkurenco aureomicinu pri zdravljenju nalezljivih bolezni (Nelson in Levy, 2011). Torej prva 
opisana tetraciklinska antibiotika sta bila klorotetraciklin in oksitetraciklin. Pozneje so bili odkriti 
še drugi tetraciklinski antibiotiki, bodisi kot naravno prisotne molekule ali pa produkti pol-
sintetičnih pristopov (Chopra in Roberts, 2001). Tetraciklin je leta 1954 sledil prej odkritima 
antibiotikoma in je bil eden izmed prvih komercialno uspešnih pol-sintetičnih antibitikov 
uporabljenih v medicini. Sledilo je obdobje druge generacije tetraciklinov, v porastu so bili pol-
sintetični pristopi pridobivanja antibiotikov. Tako je nastal metaciklin, ki ni bil nikoli odobren s 
strani FDA, je bil pa iztočnica za nastanek doksiciklina (Nelson in Levy, 2011). Leta 1971 je prišel 
v uporabo še minociklin, ki je nastal iz 7-kloro-6-demetiltetraciklina (Chopra in Roberts, 2001). 
Najpomembnejši razvoj na področju tetraciklinov v zadnjih letih, kot ga opisujejo Petković in sod. 
(2017), je bila uvedba derivatov, pod imenom Tigeciklin (glicilciklin), ki so nadomestili tako 
imenovane glicil-glicilom-9. Ta družina novih spojin deluje proti številnim kliničnim okužbam, ki 
so postale odporne na konvencionalno zdravljenje s tetraciklinom. 
Torej zgodovinsko gledano ločimo tetracikline v tri generacije. V prvo spadajo tisti, ki jih 
pridobivamo z biosintezo (tetraciklin, klortetraciklin, oksitetraciklin, demeklociklin). Druga 
generacija so tetraciklini pridobljeni s pol-sintezo (doksiciklin, metaciklin, minociklin) in v tretjo 
generacijo spadajo tisti, pridobljeni s popolno kemijsko sintezo, kot prej omenjen Tigeciklin 
(Fuoco, 2012). 
2.3.2 Načini delovanja tetraciklinov 
Tetraciklini veljajo za bakteriostatične antibiotike (Grossman, 2016; Chopra in Roberts, 2001). 
Zgodnja biologija tetraciklinov je kazala na poseben mehanizem delovanja, ki je bil prvič opisan 
leta 1953, ko je bilo dokazano, da inhibira sintezo proteinov v celicah S. aureus in zavira rast celic 
na bakteriostatski način (Nelson in Levy, 2011). 
Tetraciklini inhibirajo sintezo proteinov, tako da preprečujejo vezavo aminoacil-tRNA na 
ribosomalni akceptor (A mesto) (Chopra in Roberts, 2001; Nelson in Levy, 2011). Vežejo se na 
30S ribosomsko podenoto, ki jo sestavlja 16S rRNA in 21 proteinov (Fuoco, 2012). Molekule 
morajo za interakcijo s svojimi tarčami prečkati enega ali več membranskih sistemov, odvisno od 
tega, ali je dovzetni organizem gram pozitiven ali gram negativen. V gram-negativnih celicah, kot 
je E. coli, tetraciklin pasivno difundira skozi zunanje membranske pore OmpF in OmpC , 
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najverjetneje kot Mg2+ kelat, in to je skladno z dejstvi, da mutanti porinov zunanjih membran 
kažejo zmanjšano občutljivost za tetracikline (Grossman, 2016).  
Niso vsi tetraciklinski antibiotiki enako učinkoviti proti bakterijskim ribosomom (Nelson in Levy, 
2011). Način delovanja tetraciklinskih molekul je močno povezan z njihovimi strukturnimi 
značilnostnmi (Chopra in Roberts, 2001). 
2.3.3 Struktura tetraciklinskih antibiotikov 
Molekule tetraciklina sestavljajo linearno kondenzirano tetraciklično jedro - obroči z oznako A, B, 
C in D, na katero so pritrjene različne funkcionalne skupine (Slika 1). Značilnosti, ki so 
pomembne za antibakterijsko delovanje tetraciklinov so, vzdrževanje linearnega tetracikla, 
naravno prisotne (α) stereokemične konfiguracije na položajih 4a, 12a (A-B obroč) in 4 
(dimetilamino skupine) ter ohranjanje sistema keto-enola (položaji 11, 12 in 12a) v bližini 
fenolnega D obroča (Slika 1). Tetraciklini so močna kelatna sredstva, tako da na njihove 
protimikrobne in farmakokinetične lastnosti vpliva keliranje kovinskih ionov (Chopra in Roberts, 
2001).  
Aktivni tetraciklin (antibakterijsko delovanje) mora imeti linearno razporejen DCBA naftacenski 
obročni sistem z C1-C3 diketo podstrukturo in eksociklično C2 karbonilno ali amidno skupino. 
Vsi TC, ki delujejo kot zaviralci sinteze proteinov v bakterijah, potrebujejo amino skupino na 
položaju C4 in keto-enolne tavtomere v položaju C1 in C3 obroča A (Slika 1). Amino skupina na 
položaju C4 je ključna za antibakterijske aktivnosti. Za optimalno antibakterijsko delovanje je 
potrebna C4-dimetilamino skupina z njenim naravnim izomerom 4S, medtem ko epimerizacija na 
njen 4R izomer zmanjšuje gram-negativno aktivnost. Zahteva tudi C10-fenol in C11-C12 keto-
enol podstrukturo v povezavi s skupino 12a-OH, ki začrta spodnje periferno območje. Vsi ti 
substituenti z ustreznim tavtomernim ravnovesjem so nepogrešljivi za prepoznavanje in vezavo v 
ribosomskih podenotah, kjer kemična sprememba odpravi bioaktivnost. Možna je sprememba 
amida v C2, vendar z izgubo aktivnosti. Na položaje C5 do C9 se lahko uvaja spremembe, kar 
vpliva na bioaktivnost tetraciklinov in tako nastajajo derivati z različnim antibakterijskim 
delovanjem (Fouco, 2012). 
 
 
Slika 1: Struktura oksitetraciklina. 
2.4 BIOSINTEZA OKSITETRACIKLINA PRI BAKTERIJI Streptomyces rimosus 
Oksitetraciklin (OTC) je, kot navajata Pickens in Tang (2010), dobro raziskan naravni proizvod 
poliketida in je pomemben primer poliketidne biosinteze tipa II. Poliketidi tipa II, znani tudi kot 
t.i. bakterijski aromatski poliketidi, so skupina spojin, ki so sintetizirani v bakterijah iz poli-β-
ketonskega intermediata, ki se ciklizira tako, da tvori policiklično molekulo, ki vsebuje vsaj en 
aromatičen obroč. 
Strašek M. Optimizacija postopka ekstrakcije tetraciklinov iz kulture Streptomyces rimosus. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
5 
Biosintezo oksitetraciklina lahko razdelimo na tri stopnje. Prvi je tvorba amidirane poliketidne 
verige z minimalnimi poliketidnimi sintazami (PKS), drugi je ciklizacija v poliketidni skelet in na 
zadnje še tvorba anhidrotetraciklina, skupnega intermediata z tetraciklinom, za proizvodnjo 
oksitetraciklina (Zhang in sod., 2007). Biosinteza se začne z uporabo PKS encimov, ki so 
ketosintaze (KS), CFL (angl. chain length factor), acil prenašalni protein (ACP) in aciltransferaze. 
Kodirajo jih geni  oxyA, oxyB, oxyC in oxyP v genski gruči oksitetraciklina. Poliketidne sintaze 
katalizirajo podaljšanje začetne enote malonamil-CoA z osmimi podaljševalnimi enotami malonil-
CoA (Petković in sod., 2017). Proces podaljševanja poliketidne verige poteka skozi vrsto 
Claisenovih podobnih dekarboksilacijskih reakcij, dokler se ne oblikuje linearni tetraciklični 
skelet. Sledijo štiri zaporedne regioselektivne reakcije ciklizacije, da z zaprtjem obroča A nastane 
aromatičen stabilen naravni proizvod, znan kot pretetramid - pogost predhodnik oksitetraciklina in 
drugih tetraciklinskih antibiotikov. Pretetramid omogoča nastanek anhidrotetraciklina (Pickens in 
Tang, 2010). V genski gruči oksitetraciklina so ti encimi označeni kot OxyK (aromataza), OxyN in 
OxyI (ciklaza).  
Po tvorbi anhidrotetraciklina (ATC), encim monooksigenaza OxyS hidroksilira ATC na položaju 
C6 in C5. S prvo hidroksilacijo na položaju C6 nastane dehidro tetraciklin, z drugo hidroksilacijo 
na položaju C5 pa dehidro oksitetraciklin (Slika 2) Zadnji korak biosinteze, istočasno s C5 
hidroksilacijo, je redukcija dvojne vezi med C5a in  C11 dehidro-oksitetraciklina. To reakcijo 
katalizira OxyR (Wang in sod., 2013). Kofaktor NADPH deluje kot reducent z reduktazo. Po 
zadnji reakciji redukcije tako nastane oksitetraciklin (Slika 2) (Zhang in sod., 
2007).
 
Slika 2: Biosinteza oksitetraciklina iz anhidrotetraciklina in nastanek vmesnih medproduktov. 
2.5 POSTOPKI EKSTRAKCIJE TETRACIKLINOV 
Ekstrakcija ciljnih spojin iz mikrobne kulture je prvi korak v izolaciji željenih naravnih 
metabolitov. Običajne metode ekstrakcije, vključno z maceracijo, perkolacijo in ekstrakcijo z 
refluksom, pogosto uporabljajo organska topila in zahtevajo veliko količino topil in dolg čas 
ekstrakcije. Nekatere sodobne metode ekstrakcije, kot so ekstra kritična fluidna ekstrakcija (SFC), 
ekstrakcija tekočine pod tlakom (PLE) in ekstrakcija z mikrovalovno pečjo (MAE), se uporabljajo 
tudi pri ekstrakciji naravnih proizvodov in imajo nekatere prednosti, kot je manjša poraba 
organskih topil, krajši čas ekstrakcije in večja selektivnost (Zhang in sod., 2018). 
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Za ekstrakcijo in čiščenje antibiotikov iz mikrobne kulture se običajno uporabljajo ekstrakcije 
tekoče-tekoče in ekstrakcije trdno-tekoče. Med temi tehnikami se najpogosteje uporablja 
ekstrakcija tekoče – tekoče (angl. Liquid–liquid extraction), ki se izvaja z organskimi topili, in 
sicer s topili kot je npr. etil acetat, acetonitril, metanol in drugimi topili. Ta vrsta ekstrakcije je 
uporabna tehnika, ki vključuje nizke stroške in vodi do relativno visoke stopnje čistosti. Vendar pa 
imajo te organske spojine nekaj pomanjkljivosti, saj so hlapne in pogosto nevarne za zdravje ljudi 
(Pereira in sod., 2013). Prenos poganja kemični potencial, in ko je ta prenos končan, je celoten 
sistem kemičnih komponent, ki sestavljajo topila in topljence, v bolj stabilni konfiguraciji (nižja 
prosta energija). Spojine prehajajo iz ene tekočine v drugo, odvisno od njihove relativne topnosti v 
vsaki tekočini (Richter in sod., 1996). 
Preglednica 1: pKa vrednosti tetraciklinskih antibiotikov (TC in OTC) (Anderson in sod., 2005). 
Molekula pKa1 pKa2 pKa3 
Oksitetraciklin HCl 
Tetraciklin HCl 
3,2 
3,3 
7,5 
7,8 
8,9 
9,6 
V preglednici 1 vidimo vrednosti pKa, konstante disociacije kisline tetraciklinskih antibiotikov. 
Prvi pKa je povezan z deprotonacijo C3 hidroksila. Izguba protonov iz O12 in dimetilamonija 
predstavljata pKa2 in pKa3, čeprav natančna dodelitev teh konstant za disociacijo še ni določena. 
Kot kažejo njihove konstante disociacije kislin, TC vsebujejo lokalizirane naboje za vse pH 
vrednosti in dosežejo le splošno nevtralno stanje kot zwitterion (molekula, ki vsebuje enako število 
pozitivno in negativno nabitih funkcionalnih skupin) (Anderson in sod., 2005; Kulshrestha in sod, 
2004). V vodnih raztopinah z različnimi pH vrednostmi se pojavljajo TC v eni od treh oblik: 
kationski pri pH < pKa1 (3,3), zwitterionski pri pKa1 (3,3) < pH < pKa2 (7,8) in anionski, ko pH 
> pKa2 (7,8). Anionske vrste so lahko monovalentne ali dvovalentne, kadar je pH med pKa2 in 
pKa3 (9,6) ali kadar je pH > pKa3 (Pereira in sod., 2013; Kulshrestha in sod., 2004).  
Vrstni red stabilnosti treh tetraciklinskih spojin si sledi:  OTC> TC> CTC in je odvisen od njihove 
molekulske strukture (Wang in sod., 2016). TC so netopni v nasičenih ogljikovodikovih topilih, 
kot je heksan (Anderson in sod., 2005). V alkalnih pogojih tetraciklini prevzamejo strukturo, ki 
omogoča vezanje vodika med N4 in OH12a (Slika 1). V nevtralnih in kislih pogojih položaj N4 
postane protoniran, kar poruši prejšnjo konformacijo in pride do interakcije vodikove vezi z O3 
(Slika 1) (Anderson in sod., 2005). 
TC so biosintetični proizvodi in kot taki vključujejo majhen odstotek nečistoč v času bioprocesa. 
Razgradni analogi, ki nastanejo v določenih pogojih izolacije ali analize lahko predstavljajo enega 
izmed virov nečistoč (Anderson in sod., 2005).   
Primer ekstrakcije tekoče-tekoče je dodatek fosfat-sulfitnega pufra (pH 5,4) k brozgi in ekstrakcija 
OTC z EtOAc/izopropil alkoholom 12: 1(v/v) (angl. volume per volume). Avtorji trdijo, da 
izopropil alkohol poveča polarnost organske faze in je zato potreben za konsistentne obnovitvene 
ekstrakcije (Anderson in sod., 2005). Bundale in sod. (2018) so iz filtratov kulture bakterije 
Streptomyces izvedli ekstrakcijo protimikrobnih spojin z etilacetatom v razmerju 1:1 (v/v). 
V raziskavi Li in sod. (2016) so ekstrahirali tetracikline iz vzorca zemlje tako, da so dodali 10 ml 
raztopine KCl (0,01 M) vzorce stresali in nato centrifugirali. Tekoča faza ekstrakcije je 
predstavljala vodno fazo, trdne ostanke pa so posušili na zraku pred naslednjo ekstrakcijo. 
Posušene ostanke zemlje so nato ekstrahirali z 10 ml metanola in vzorce ponovno stresali, 
supernatant pa potem centrifugirali. Izvedli so 2 zaporedni ekstrakciji z metanolom. Supernatant je 
predstavljal organski ekstrakt. Na preostalem posušenem trdnem ostanku so preizkusili še dva 
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postopka ekstrakcije. Prvič so jih suspendirali v 1 ml puferne raztopine citronske kisline (1 M; pH, 
4) in 6 ml etil acetata v 50 ml falkonki. Vzorce so ločevali s centrifugiranjem in prav tako izvedli 
dve zaporedni ekstrakciji z etil acetatom. Drugič so jih  suspendirali v 6 ml ekstrakcijskega pufra 
(acetonitril: 0,1 M; EDTA: McIlvaine pufer, 2: 1: 1; pH 4) v 50 ml falkon kiveti. Vzorce so najprej 
stresali, nato jih sušili in centrifugirali ter kot prej izvedli zaporedne ekstrakcije. Ekstrakte so 
očistili s preparativno reverzno fazo (C-18) na HPLC sistemu. Raziskovalne literature in objavljeni 
pregledi razkrivajo, da se pri vodnih ekstrakcijah najpogosteje uporablja puferski sistem 
etilendiaminetetraocetna kislina (EDTA) (pH 4). 
Posebna kromatografska tehnika, za ločbo in ekstrakcijo naravnih metabolitov je adsorpcija na 
amberlitih. Amberliti XAD16 so komercialni makroretikularni (vsebuje tako kontinuirano 
polimerno fazo kot kontinuirano fazo por), sintetični adsorbenti, ki imajo polistiren navzkrižno 
povezan z divinilbenzenskim matriksom in so hidrofobni, ne nabiti in ne funkcionalizirani. 
Uporabni so za adsorpcijo nevtralnih do hidrofobnih spojin z nizko do srednjo molekulsko maso 
(100–350 000 Da) iz vodnih (polarnih) raztopin. Metabolite vežejo s tvorbo vodikovih vezi, 
hidrofobnih interakcij in delovanja Van der Waalsovih sil. XAD16N je posebej primeren za 
adsorpcijo organskih snovi z relativno nizko do srednjo molekulsko maso (100–350 000 Da), ima 
veliko površino in poroznost ter je manj polaren (Ferraro in sod., 2013). 
3 MATERIAL IN METODE  
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije 
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije in njihovi proizvajalci. 
Kemikalija Proizvajalec Kemikalija Proizvajalec 
Bateriološki agar 
CaCO₃ 
CH₂Cl₂ 
D-manitol 
DMSO 
Etanol  
Etilacetat 
Glukoza 
HCl (37%) 
Kvasni ekstrakt 
Koruzni škrob 
Metanol (CH₃OH) 
MgCl₂ 
Biolife 
Merck 
Merck 
Kemika 
Sigma-Aldrich 
Sigma-Aldrich 
Merck 
Sigma-Aldrich 
Sigma-Aldrich 
Biolife 
Merck 
Sigma-Aldrich 
Kemika 
MnSO₄ 
MOPS 
NaCl 
NaH₂PO₄ 
NaOH 
(NH₄)₂SO₄ 
Sojina moka 
Tripton 
ZnSO₄ 
Merck 
Sigma-Aldrich 
Merck 
Merck 
Merck 
Merck 
Sigma-Aldrich 
Merck 
Sigma-Aldrich 
3.1.2 Raztopine in pufri 
Mobilna faza za tankoplastno kromatografijo 
Za pripravo 500 ml mobilne faze za tankoplastno kromatografijo, smo odmerili 295 ml 
diklorometana (CH₂Cl₂), 175 ml metanola (CH₃OH) in 30 ml dH₂O. Raztopino smo pripravili vsaj 
30 min pred uporabo. 
1% raztopina cinkovega sulfata 
Za pripravo 100 ml 1% raztopine cinkovega sulfata smo zatehtali 1,78 g ZnSO₄ x 7H₂O in raztopili 
v 100 ml dH₂O. 
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1% raztopina manganovega fosfata 
Za pripravo 100 ml 1% raztopine manganovega sulfata smo zatehtali 1,12 g MnSO₄ x 1H₂O in 
raztopili v 100 ml dH₂O. 
3.1.3 Gojišča 
Preglednica 3: Uporabljena gojišča in njihove sestavine. 
Gojišče Sestavina Količina 
Gojišče Soja Manitol (SM) 
pH= 7,0 
Sojina moka 
D-manitol 
Agar 
Destilirana voda 
20 g 
20 g 
20 g 
do 1000 ml 
GOTC vegetativno tekoče gojišče  
 
Tripton 
Glukoza 
CaCO₃ 
Kvasni ekstrakt 
Destilirana voda 
15 g 
10 g 
1 g 
5 g 
do 1000 ml 
GOTC produkcijsko tekoče 
gojišče* 
pH=6,25 
MOPS 
Sojina moka 
Amonijev sulfat 
MgCl₂ 
NaCl 
CaCO₃ 
Koruzni škrob 
1% raztopina ZnSO₄ 
1% raztopina MnSO₄ 
Destilirana voda 
7 g 
42 g 
6 g 
2 g 
1,5 g 
7,3 g 
28 g 
10 ml 
3,75 ml 
do 1000 ml 
MJN tekoče industrijsko 
produkcijsko gojišče ** 
(**Industrijsko gojišče katerega 
natančno sestavo ne smemo 
razkriti) 
 
NaCl 
(NH₄)₂SO₂ 
Škrob 
Sojina moka PTB (razmaščena) 
CaCO₃ 
CSL (40% trdne mase) 
/ 
*To gojišče smo pripravili tako, da smo ga ob stalnem mešanju segreli do 80°C in nato ohladili. Umerili smo pH na 
6,25 z dodatkom 10% NaOH ali HCl. Gojišče smo prestavili v steklenico in ga avtoklavirali 30 min na 121°C. Pred 
uporabo smo dodali 100 μl sterilnega sojinega olja na 5 ml gojišča. 
V čašo smo zatehtali sestavine gojišča, dopolnili do 1000 ml z dH₂O ter premešali na magnetnem 
mešalu. Med mešanjem smo z dodajanjem NaOH ali HCl umerili pH na željeno vrednost (tam, 
kjer je to potrebno) in gojišče prelili v stekleno posodo. Nato smo ga avtoklavirali 20 min ali 30 
min pri 121°C. Po avtoklaviranju smo ga razporedili v centrifugirke ali erlenmajerice. 
Dodatno smo pripravili še oba produkcijska gojišča z dodatkom amberlitov. To smo naredili tako, 
da smo amberlite shanjene v 100% metanolu najprej čez sito dobro sprali z dH₂O in nato zatehtali 
20 g amberlitov na 400 ml medija v erlenmajericah. Erlenmajerice z amberliti v gojišču smo 
avtoklavirali (30 min, 121°C). 
Preglednica 4: Uporabljeni amberliti in njihov proizvajalec. 
Amberliti Proizvajalec 
XAD16N 
D101 
Sigma-Aldrich 
Sigma-Aldrich 
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3.1.4 Antibiotiki 
V tekoče GOTC vegetativno gojišče seva S. rimosus BF_148 smo dodali antibiotik tiostrepton 
(Tio) in tako zagotovili selekcijo bakterij, ki so sprejele željen plazmid, ki nosi zapis za odpornost 
na antibiotik. 
Založno raztopino tiostreptona smo pripravili tako, da smo zatehtali 1 g tiostreptona in ga 
dopolnili z 10 ml DMSO, da je bila končna koncentracija 100 mg/ml. Raztopino smo dolgo mešali 
na magnetnem mešalu in jo na koncu prefiltrirali čez 0,45 μm sterilen filter. Končna koncentracija 
za tekoče gojišče je bila 4 μg/ml, končna koncentracija za trdno gojišče pa 30 μg/ml. 
3.1.5 Bakterijski sevi 
Uporabili smo gensko spremenjen sev bakterije Streptomyces rimosus z oznako BF_148, ki ima 
deletiran oxyS gen in je komplementiran z oxyS genom z mutacijama v dveh aminokislinah. V 
biosintezi do OTC proizvaja 2 medprodukta - dehidro TC in dehidro OTC. Kot kontrolni sev smo 
uporabili industrijski sev Streptomyces rimosus HP0508, ki proizvaja oksitetraciklin v visokih 
koncentracijah.  
3.1.6 Laboratorijska aparatura 
Preglednica 5: Laboratorijska aparatura, ki smo jo uporabili in njeni proizvajalci. 
Aparatura Proizvajalec 
Analitska tehtnica 
Avtoklav 
Avtomatske pipete 
Brezprašna komora 
Centrifuge 
Hladilnik in zamrzovanik 
HPLC sistem 
Inkubator s stresalnikom 
Magnetna mešala 
Mikrovalovna pečica 
pH meter 
Masni spektrofotometer 
Stresalna plošča 
Rotavapor 
Tehtnica 
UV svetilo 
Mettler Toledo 
Sutjeska 
Gilson 
SMBC122VA Iskra Pio 
Tehtnica, Eppendorf, Sigma-Aldrich 
Gorenje 
Thermo Fischer Scientific 
Sutjeska 
Rotamix 
Sanyo 
Mettler Toledo 
Thermo Fischer Scientific 
InforscHT MultipronPro 
Buchi  
Sartorius exellence  
Vilber Lourmat 
3.1.7 Steklovina in potrošni material 
Uporabili smo sledeči material: čaše, merilne valje, erlenmajerice, bučke, centrifugirke, penaste 
zamaške, steklene palčke, homogenizatorje, plastične petrijevke, nastavke za avtomatsko pipeto, 
filtre (0,45 μm), injekcije, viale z inserti, epice, alufolijo, TLC silika plošče, termometer, sito in 
slamice. 
3.2 METODE 
Delo smo pričeli z gojenjem obeh sevov, na trdnem sporulacijskem gojišču, ki je induciralo tvorbo 
spor, le-te pa smo nato inokulirali v vegetativno tekoče gojišče in potem naprej v produkcijsko 
gojišče. Industrijski sev S. rimosus HP0508 in sev S. rimosus BF_148 smo gojili v obeh – GOTC 
in MJN produkcijskem gojišču. Sev S. rimosus BF_148 smo prav tako gojili v MJN 
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produkcijskem gojišču z dodanimi amberliti (dvojni amberliti, torej 2 vzorca). Pri vsakem poskusu 
smo imeli 3 ponovitve. Po kultivaciji sevov v produkcijskem gojišču smo preverjali vplih štirih pH 
vrednosti na učinkovitost ekstrakcije tetraciklinov iz brozge. Prvo serijo vzorcev (oba seva v obeh 
produkcijskih gojiščih) smo zakisali z dodatkom 37% HCl, naslednjo z NaH₂PO₄, tretji seriji 
vzorcev pH nismo umerjali (pH brozge ostane nespremenjen) zadnji pa smo zvišali pH z 
dodatkom NaOH. Opravili smo ekstrakcijo tetraciklinskih spojin z etil acetatom. Z uporabo 
analitskih tehnik, kot sta tankoplastna kromatografija in masna spektrometrija, smo preverjali 
prisotnost dehidro-tetraciklina in dehidro-oksitetraciklina pri sevu S. rimosus BF_148. S. rimosus 
HP0508 je služil kot kontrolni sev pri katerem smo preverjali produkcijo oksitetraciklina. Pri 
vzorcih, kjer smo v gojišče dodali amberlite, smo amberlite najprej presejali čez posebno sito in jih 
dobro sprali z dH₂O. Ekstrakcijo tetraciklinskih spojin smo izvedli z uporabo metanola. Zanimala 
nas je koncentracija dehidro TC in dehidro OTC v ekstraktu brozge in ekstraktu amberlitov in s 
tem uporabnost amberlitov za ekstrakcijo tetraciklinov. Najbolj učinkovito metodo ekstrakcije smo 
nato prenesli v večje merilo (400 mL) ter dobljene ekstrakte koncentrirali z uporabo rotavaporja 
(Priloga B1 in B2). 
3.2.1 Metodologija gojenja bakterij Streptomyces rimosus  
3.2.1.1 Gensko modificiran sev S. rimosus BF_148 
Gensko modificiran sev bakterije Streptomyces rimosus, ki v biosintezi do OTC-ja producira dva 
medprodukta, smo najprej gojili na SM trdnem gojišču z dodatkom tiostreptona 7 dni pri 
temperaturi 28 °C. Iz preraščene SM plošče smo s sterilnimi slamicami prenesli čep (del trdnega 
gojišča) in ga inokulirali v 5 ml sterilnega GOTC vegetativnega gojišča z dodanim tiostreptonom 
(končna koncentracija 4μg/mL). Centrifugirke smo stresali 24 ur pri 220 rpm in 28 °C. Prekonočne 
kulture iz vegetativnega gojišča smo homogenzirali in inokulirali po 4 ml v 250 ml erlenmajerice s 
40 ml produkcijskega gojišča (GOTC in MJN). Ločeno smo pripravili še dve erlenmajerici z 40 ml 
sterilnega MJN produkcijskega gojišča z dodatkom 2 g amberlitov (XAD16N in D101). 
Erlenmajerice smo stresali na stresalniku (200 rpm, 28 °C, 60 % vlažnost) 5 dni.  
3.2.1.2 Kontrolni industrijski sev 
Kontrolni industrijski sev bakterije Streptomyces rimosus HP0508, ki producira visoke količine 
OTC-ja, smo inokulirali v 5 ml vegetativnega GOTC gojišča, brez dodatka antibiotika. Za 
inokulacijo smo uporabili 100 μl predhodno pripravljene suspenzije spor iz zamrzovalnika (-
20°C). Centrifugirke (50 ml) smo stresali na stresalniku (220 rpm, 28 °C)  24 ur. Prekonočno 
kulturo smo homogenizirali in 4 ml inokulirali v 250 ml erlenmajerice z 40 ml produkcijskega 
(GOTC in MJN) gojišča. Kultivacija v produkcijskem gojišču je potekala na stresalniku (200 rpm, 
28°C, 60 % vlažnost) 5 dni.     
3.2.2 Umerjanje pH vrednosti brozge 
Po kultivaciji sevov S. rimosus HP0508 in BF_148 v obeh produkcijskih gojiščih smo 5 ml brozge 
prenesli v 15 ml centrifugirke. Vse poskuse smo izvajali v 3 ponovitvah. Brozgam obeh sevov v 
obeh gojiščih smo izmerili pH in izračunali povprečno vrednost med ponovitvami. Brozgam smo 
umerili pH kot je razloženo v nadaljevanju z izjemo ene serije vzorcev, kjer pH brozge nismo 
spreminjali.  
Strašek M. Optimizacija postopka ekstrakcije tetraciklinov iz kulture Streptomyces rimosus. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
11 
3.2.2.1 Zakisanje s HCl (pH 1,5) 
5 ml brozge smo zakisali z 37% HCl do pH 1,5. V 2 ml epico smo prenesli 0,5 ml zakisanega 
vzorca in centrifugirali 10 minut pri 13000 rpm (angl. rates per minute). Supernatant vzorca smo 
prefiltrirali čez 0,45 μm filter in prenesli 100 μl supernatanta v insert v vialo. Vzorce smo označili 
in jih shranili v hladilnik (4°C) za kasnejšo analizo na LC-MS/MS. Ostalo nam je po 4,5 ml 
vsakega vzorca za ekstrakcijo tetraciklinskih spojin. 
3.2.2.2 Zasičenje z NaH2PO4 (pH 4,5) 
5 ml brozge smo zasičili z dodatkom ene žličke NaH₂PO₄, ter centrifugirke stresali na stresalniku 
(220 rpm, 28 °C, 60 % vlažnost) 30 minut. Po stresanju smo zmerili pH vrednosti. 
Preglednica 6: pH vrednosti brozge pred in po zasičenju. 
Vzorec pH pred zasičenjem pH po zasičenju 
S. rimosus HP0508 GOTC gojišče 
S. rimosus HP0508 MJN gojišče 
S. rimosus BF_148 GOTC gojišče 
S. rimosus BF_148 MJN gojišče 
8,3 
7,2 
8,2 
7 
5,6 
4,8 
5,4 
5,4 
Nato smo odvzeli 0,5 ml vzorca in ga shranili v epico in pripravili vzorec za analizo po istem 
postopku kot pri prejšnji točki in ga shranili na 4°C. Ostalo nam je 4,5 ml zasičene brozge za 
ekstrakcijo tetraciklinskih spojin. 
3.2.2.3 Dodatek NaOH (pH 8,5) 
Zadnji seriji 5 ml vzorcev brozge smo zvišali pH na 8,5 z dodajanjem NaOH ob konstantnem 
mešanju in merjenju na pH metru. Tu nismo odvzeli vzorca za analizo pred ekstrakcijo, kot smo ga 
pri prvih dveh kislih pH vrednostih brozge. 
3.2.3 Ekstrakcija tetraciklinov z etilacetatom iz produkcijskega gojišča 
V prejšnjem koraku smo dosegli željene pH vrednosti vzorcev, nato pa smo nadaljevali s 
postopkom ekstrakcije tetraciklinskih spojin. Vsem vzorcem smo dodali etil acetat v razmerju 1:1 
(V:V) v 15 ml centrifugirkah. Centrifugirke smo stresali 1 uro pri standardnih pogojih.  Po eni uri 
smo vzorce centrifugirali 10 minut pri 8000 rpm. Ustvarili so se trije sloji, kot vidimo v prilogi A1. 
V 2 ml epice smo prenesli 2 ml organske faze in 2 ml vodne faze, vzorce označili ter jih najprej 
analizirali s tankoplastno kromatografijo. Potem smo pripravili še vzorce za  masno 
spektrometrijo, tako da smo jih filtrirali čez 0,45 μm filter in prenesli po 100 μl v insert v 
vialo.Vzorce smo analizirali z LC-MS/MS.    
3.2.4 Ekstrakcija tetraciklinov z metanolom iz produkcijskega gojišča z amberliti 
V nalogi smo testirali adsorpcijo tetraciklinov na dva tipa amberlitov, XAD16N in D101, ki smo 
ju dodali v MJN produkcijsko gojišče pred kultivacijo seva S. rimosus BF_148. Koncentracijo 
tetraciklinov ekstrahiranih iz amberlitov smo primerjali s koncentracijo tetraciklinov v brozgi po 
kultivaciji istega seva v gojišču brez dodanih amberlitov. 
Oba tipa amberlitov iz brozge smo ločeno presejali čez posebno sito in ju spirali z dH₂O. Nato smo 
ju prenesli v 50 ml centrifugirko in ju stehtali (približno 4 g amberlitov na 40 ml brozge). Dodali 
smo 40 ml 100 % metanola in centrifugirke 1 uro stresali na stresalniku (170 rpm, 28°C). Brozgo 
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brez amberlitov smo prenesli v novo 50 ml centrifugirko ter jo zakisali z 37% HCl do pH 1,5. Po 
zakisanju smo brozgo centrifugirali 10 minut pri 8000 rpm. Od vsakega vzorca smo nato odvzeli 
dvakrat po 0,5 ml supernatanta za LC-MS/MS analizo. Amberlite namočene v metanol smo po 
stresanju centrifugirali 10 minut pri 6000 rpm. Tudi tu smo odvzeli dvakrat po 0,5 ml ekstrakta 
metanola in shranili v epico za kasnejšo analizo. Vse vzorce za LC-MS/MS smo prefiltrirali čez 
0,45 μm filter in prenesli po 100 μl filtrata v insert v vialo. 
3.2.5 Analiza ekstrahiranih tetraciklinov s tankoplastno kromatografijo 
Tankoplastna kromatografija je tehnika, ki se uporablja za ločevanje nehlapnih zmesi s pomočjo 
tanke stacionarne faze, podprte z inertno podlago. Za analizo smo uporabljali TLC plošče s 
silikatnim gelom (Merck, Nemčija). Zjutraj pred izolacijo spojin smo TLC plošče izmerili in 
narezali. Popršili smo jih z EDTA raztopino in jih sušili 1 uro pri sobni temperaturi in 1 uro pri 
105°C. Pripravljene plošče smo označili in na njih s pipeto najprej nanesli po 5 μl kontrole OTC 
standarda (Sigma, Nemčija) in pa 60 μl ekstrakta visoko donosnega industrijskega seva S. rimosus 
HP0508 (kontrola 2). Sledil je nanos preostalih etilacetatnih ekstraktov po 60 μl in sprotno 
izparevanje s sušilcem za lase. Plošče z nanešenimi vzorci smo pokončno postavili v komoro z 
mobilno fazo (59 % CH2Cl2, 35 % CH3OH in 6 % H2O (V/V) in počakali 20 minut, da so snovi 
pripotovale približno 1 cm pod robom plošče. Plošče smo pregledali vizualno pod UV svetilom 
(Vilber Lourmant, Nemčija) pri valovni dolžini 365 nm. 
3.2.6 Analiza ekstrahiranih tetraciklinov z masno spektrometrijo (LC-MS/MS) 
LC-MS/MS je močna analitska tehnika, ki združuje moč ločevanja tekočinske kromatografije 
(UHPLC) z visoko občutljivo in selektivno zmožnostjo analize masne spektrometrije. Analize so 
bile izvedene na Kemijskem inštitutu in v podjetju Acies Bio d.o.o. Ekstrahirane tetracikline smo 
najprej analizirali s TLC metodo in potem izbrali najbolj obetavne vzorce za LC-MS/MS analizo. 
LC-MS/MS analiza je bila izvedena v sistemu UltiMate 3000 UHPLC (angl. Ultra High Pressure 
Liquid Chromatography) (Thermo Scientific, ZDA), z masnim spektrometrom (4000 QTRAP LC-
MS/MS System; Applied Biosystems/MDS Sciex, Ontario, Canada) z linearnim trojnim 
kvadrupolnim analizatorjem z ionsko pastjo. Uporabljen je bil analitični stolpec HPLC Kinetex 
XB-C18 100A (3,0 × 150 mm, velikost delcev 3 μm, Phenomenex) s pretokom 0,5 ml/min. Med 
delom je bila uporabljena mobilna faza, sestavljena iz acetonitrila in vode, pri čemer sta bila oba 
modificirana z 0,1% (v/v) mravljično kislino. Mobilna faza A je bila voda z 0,1% (v/v) mravljično 
kislino, mobilna faza B pa acetonitril z 0,1% (v/v) mravljično kislino. Prostornina injiciranja je 
bila 10 µL in temperatura kolone 30 °C. 
Za kvantifikacijo OTC in dehidroTC smo uporabili sistem UltiMate 3000 HPLC, opremljen s 
stolpcem C-18 (Macherey-Nagel -150 × 4,6 mm, 5 µm, 40 ° C), absorpcija UV je bila zaznana pri 
270 nm pri pretoku 0,3 ml/min. Uporabljena je bila 30-minutna metoda z naslednjim elucijskim 
programom: 0 min 5% B, 20 min 25% B, 21 min 90% B, 25 min 90% B, 26 min 5% B, 30 min 5% 
B. Ko so se vezali vsi vzorci na kolono, so se ob pretoku mobilne faze A najprej izločile bolj 
polarne molekule, ob pretoku mobilne faze B pa bolj hidrofobne molekule. Vsi vzorci, ki 
vsebujejo ciljne spojine, so bili analizirani v pozitivnem načinu (ločljivost enote in HRMS). Za 
začetne poskuse smo uporabili pozitiven način in nato Q1 zanimive ione ekstrahirali iz TIC (angl. 
Total ion current) kromatogramov, da smo dobili rezultate XIC (angl. Extracted ion 
chromatogram).  
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3.2.7 Izbor najbolj optimalne metode ekstrakcije tetraciklinov in prenos v večje merilo 
Med vsemi metodami ekstrakcije smo izbrali najboljšo za prenos v večji volumen. To je bila 
ekstrakcija z uporabo amberlitov XAD16N v GOTC produkcijskem gojišču. Kultivacija v večjem 
volumnu je potekala v 4 ponovitvah, ekstrakcija tetraciklinov iz amberlitov z metanolom pa v treh 
zaporednih korakih. 
3.2.7.1 Kultivacija seva S. rimosus BF_148 v večjem volumnu 
Spore S. rimosus BF_148 smo iz SM gojišča s sterilno slamico prenesli v 50 ml centrifugirke s 5 
ml vegetativnega gojišča GOTC in stresali (220 rpm, 28°C) 24 ur. Prekonočno kulturo smo 
homogenizirali in 4 ml uporabili za inokulacijo 40 ml GOTC vegetativnega gojišča v 250 ml 
erlenmajericah ter stresali (220 rpm, 28°C) 24 ur. Ponovno smo prekonočno kulturo iz 250 ml 
erlenmajerice homogenizirali in 40 ml brozge inokulirali v 2 L erlenmajerice z 400 ml GOTC 
produkcijskega gojišča z dodanimi amberliti XAD16N (20 g amberlitov na 400 ml gojišča). 
Erlenmajerice smo stresali 5 dni (200 rpm, 28°C, 60% vlažnost).  
3.2.7.2 Ekstrakcija adsorbiranih tetraciklinov iz amberlitov z metanolom 
Po 5 dneh stresanja smo iz vsake erlenmajerice presejali amberlite čez posebno sito in jih spirali z 
dH₂O. Amberlite smo strehtali in jih preložili v teflonske centrifugirke (200 ml). Od brozge, ki je 
ostala po presejanju amberlitov, smo odvzeli po 1 ml vzorčka v epico (2 ml) in ga shranili v 
hladilnik (4°C). Na vsakih 20 g amberlitov smo dodali 50 ml 100% metanola in centrifugirke 
stresali  30 min (170 rpm, 28°C). Sledilo je centrifugiranje 10 minut pri 4500 rpm, po 
centrifugiranju pa smo supernatant prenesli v 50 ml centrifugirko. Ta postopek ekstrakcije smo 
ponovili še 2-krat, tako da smo vsakič na usedlino amberlitov dodali svežih 50 ml metanola in 
ponovili stresanje in centrifugiranje. Na koncu smo pridobili 3 metanolne ekstrakte v 4 
ponovitvah. Vzorec brozge, ki smo ga prej shranili v hladilnik smo zakisali z 37% HCl do pH 2, 
ga 10 minut centrifugirali pri 13000 rpm in odvzeli supernatant. Tega smo filtrirali, prenesli 100 μl 
v insert v vialo in analizirali z LC-MS/MS. 
3.2.7.3    Koncentriranje ekstraktov 
Vse 3 zaporedne metanolne ekstrakte amberlitov (XAD16N) iz brozge v 4 ponovitvah smo 
koncentrirali na rotavaporju (Buchi). Pogoji evaporiranja metanola so bili: temperatura 40°C, 150  
obr/min in podtlak 220 mbar. Iz  začetnih 150 ml posamezne ponovitve smo uspeli ekstrakt 
skoncentrirati na 10 ml. Na dnu vsakega koncentrata se je naredila peščena usedlina. Za  LC-
MS/MS analizo smo pripravili vzorce iz usedline koncentratov, tako da smo v epico (1,5 ml) 
zatehtali 1 mg usedline in ji dodali 100 μl 100% metanola. Epico smo vorteksirali 3 minute in 
vzorec 10-krat redčili, tako da smo odvzeli 50 μl vzorca in mu dodali 450 μl 50% metanola. 
Vzorec smo nato filtrirali čez 0,45 μm filter, prenesli 100 μl v insert v viali in analizirali z LC-
MS/MS. 
4 REZULTATI 
4.1 PREVERJANJE PRISOTNOSTI TETRACIKLINOV V EKSTRAKTIH S POMOČJO 
TANKOPLASTNE KROMATOGRAFIJE  
Prisotnost tetraciklinov v ekstraktih, pridobljenih z različnimi postopki (opisano zgoraj), smo 
najprej preverjali s pomočjo tankoplastne kromatografije. Po centrifugiranju vzorcev ekstrahiranih 
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z etil acetatom so nastali trije sloji (priloga A1). Zgornji sloj je pri nižji pH vrednosti organska 
faza, vmesni sloj je ostanek bakterijskih celic (brozge) in spodnji sloj je vodna faza. Na TLC 
plošče smo nanašali zgornjo fazo, torej etil acetatne ekstrakte. Na eno TLC ploščo smo nanesli 
vzorce gensko manipuliranega seva S. rimosus BF_148 (slika 3), na drugo pa vzorce kontrolnega 
seva S. rimosus HP0508 (slika 4). Plošče smo vstavili v kadičko z mobilno fazo. Po separaciji smo 
TLC ploščo  vizualizirali  pod UV svetilom, pri valovni dolžini 365 nm. 
 
Slika 3: Tankoplastna kromatografija tetraciklinskih ekstraktov S. rimosus HP0508 kontrolnega seva. Vrsta 1: OTC 
standard (K1), vrsta 2: sev S. rimosus HP0508 (K2). Vrsta 4-6: dodatek NaH₂PO₄ in ekstrakcija z EtOAc organske 
faze iz MJN gojišča, vrsta 7-9: dodatek NaH₂PO₄ in ekstrakcija z EtOAc organske faze iz GOTC gojišča, vrsta 10-12: 
dodatek NaOH in ekstrakcija z EtOAc organske faze iz MJN gojišča, vrsta 13-15: dodatek NaOH in ekstrakcija z 
EtOAc organske faze iz GOTC produkcijskega gojišča, vrsta 16-18: ekstrakcija z EtOAc organske faze iz MJN 
gojišča in vrsta 19 ekstrakcija z EtOAc organske faze iz GOTC gojišča. S črno obkrožene lise predstavljajo OTC. 
Kot lahko vidimo na Sliki 3 je najbolj izražen OTC pri vzorcih, ki so bili zasičeni z NaH₂PO₄ in 
nato ekstrahirani z etil acetatom iz GOTC produkcijskega gojišča. Malo manjša koncentracija 
OTC-ja je vidna v ekstraktih, kjer smo pH brozge iz GOTC produkcijskega gojišča povišali z 
dodatkom NaOH in nato izvedli ekstrakcijo z etilacetatom. Najslabše rezultate dobimo pri vzorcih, 
ki jim pH vrednosti nismo spreminjali. Če primerjamo obe vrsti produkcijskega gojišča je 
ekstrakcija OTC boljša pri uporabi GOTC produkcijskega gojišča.  
 
 
Slika 4: Tankoplastna kromatografija tetraciklinskih ekstraktov gensko manipuliranega seva S. rimosus BF_148. Vrsta 
1: OTC standard (K1), vrsta 2: sev S. rimosus HP0508 (K2). Vrsta 3-5: dodatek HCl in ekstrakcija z EtOAc organske 
faze iz MJN gojišča, vrsta 6-8: dodatek HCl in ekstrakcija z EtOAc organske faze iz GOTC gojišča, vrsta 9-11: 
dodatek NaH₂PO₄ in ekstrakcija z EtOAc organske faze iz MJN gojišča, vrsta 12-14: dodatek NaH₂PO₄ in ekstrakcija 
z EtOAc organske faze iz GOTC gojišča, vrsta 15-17: ekstrakcija z EtOAc organske faze iz MJN gojišča, vrsta 18 in 
19: ekstrakcija z EtOAc organske faze iz GOTC gojišča. Z belo barvo je obkrožena lisa, ki predstavlja OTC, z rdečo 
barvo obkrožena lisa pa ATC. Pri teh vzorcih nismo iskali OTC-ja ampak dva medprodukta, ki nastaneta v biosintezi 
do OTC-ja.  
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Iz količine in barve vrhov, ki jih vidimo na TLC plošči, lahko sklepamo, da z metodo dodatka 
NaH₂PO₄ in ekstrakcijo z EtOAc dobimo največ različnih vrhov - torej največ medproduktov. Kot 
boljše gojišče za produkcijo željenih medproduktov, smo ocenili, da je MJN produkcijsko gojišče. 
4.2 ANALIZA PRISOTNOSTI TETRACIKLINOV V EKSTRAKTIH Z MASNO 
SPEKTROMETRIJO  
Analiza metabolitov v ekstraktih izbranih vzorcev je bila izvedena z metodo LC-MS/MS. Vzorci, 
ki smo jih predali v analizo, so bili ekstrakti naslednjih metod: 
a) zakisanje s HCl in ekstrakcija z EtOAc v razmerju 1:1 (V:V) → pH 1,5   
b) zasičenje z NaH₂PO₄ in ekstrakcija z EtOAc a razmerju 1:1 (V:V) → pH 4,5-5,5  
c) ekstrakcija z EtOAc v razmerju 1:1 (V:V) → pH 7,0-7,5    
d) dodatek NaOH in ekstrakcija z EtOAc v razmerju 1:1 (V:V) → pH 8,5 
Pri vsaki metodi smo testirali sev S. rimosus BF_148 in kontrolni sev S. rimosus HP0508, v obeh 
produkcijskih gojiščih. Po ekstrakciji smo za analizo odvzeli zgornjo (organsko) fazo in spodnjo 
(vodno) fazo (priloga A1). Analizirali smo tudi vzorca takoj po zakisanju in zasičenju (pred 
ekstrakcijo z EtOAc), torej vodno fazo,  da smo dobili celokupno koncentracijo dehidro TC in 
dehidro OTC v kulturah. Zanimalo nas je, pri kateri metodi in pri kateri pH vrednosti je najbolj 
optimalno izvajati ekstrakcijo za doseganje čim višjih koncentracij tetraciklinov in katero 
produkcijsko gojišče je bolj učinkovito za produkcijo sekundarnih metabolitov, kot so tetraciklini. 
S pomočjo LC-MS/MS smo analizirali tudi metanolne ekstrakte tetraciklinov vezanih na amberlite 
in tudi s HCl zakisan supernatant kulture, ki je ostala po presejanju amberlitov. Tu nas je 
zanimalo, koliko tetraciklinov se je vezalo na amberlite, oziroma koliko jih je ostalo v kulturi. 
Pri velikem številu analiziranih vzorcev smo potrdili prisotnost dehidro tetraciklina, pri določenih 
tudi dehidro oksitetraciklina, ampak v zelo nizkih koncentracijah. Povprečna molska masa 
oksitetraciklina je 460,434 g/mol, molekula pride iz kolone pri retenzijskem času 5,93 minute. 
Analiza je bila opravljena v pozitivnem Q1 načinu, zato je izmerjena masa za 1 masno enoto višja 
od dejanske, saj analiziramo molekulo z dodatnim protonom [M+H]+. Pri analiziranju dobljenih 
kromatogramov seva S. rimosus BF_148 sta nas zanimala dva vrhova. Dehidro TC ima molsko 
maso 443 g/mol. Dehidro oksitetraciklin ima povprečno molsko maso 459 g/mol (retenzijski čas 
7,14 min). Standardov teh medproduktov ni mogoče dobiti, zato smo za preračunavanje 
koncentracij uporabili OTC standard s koncentracijo 1 g/L, in tako skušali oceniti koncentracije 
ciljnih produktov. Pri kontrolnem sevu nas je zanimala le koncentracija OTC-ja.  
4.2.1 Koncentracije tetraciklinov pri metodah ekstrakcije v različnih pH področjih 
Rezultati analize LC-MS/MS seva S. rimosus BF_148 (koncentracije dehidro TC (mg/L)) so 
prikazani na sliki 5. Dehidro OTC je bil prisoten samo v MJN produkcijskem gojišču v zelo nizkih 
koncentracijah ali pa ga sploh nismo zaznali. Na Sliki 6 lahko vidimo celokupne koncentracije 
obeh metabolitov po zakisanju in zasičenju. 
Slika 5 potrjuje, da smo dobili najvišjo koncentracijo dehidro TC v organskih etilacetatnih 
ekstraktih kulture, ko smo ekstrakcijo izvajali pri nevtralni pH vrednosti, pri povišani pH vrednosti 
(8,5) v gojišču GOTC in ekstrakciji ob zasičenju z NaH₂PO₄ (pH 4,5) v MJN gojišču. Pri TLC 
analizi smo ugotovili, da je največ medproduktov mogoče detektirati pri metodi zasičenja z 
NaH₂PO₄ in ekstrakcije z EtOAc (organska faza, Slika 5) in to se tudi ujema z rezultati masne 
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analize. Najvišjo koncentracijo medproduktov pa smo zaznali v vodni fazi pri nevtralnem pH v 
gojišču GOTC (Slika 5). 
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Slika 5: Rezultati analize LC-MS/MS ekstraktov seva S. rimosus BF_148 v GOTC in MJN produkcijskem gojišču. 
Prikazane so izmerjene koncentracije metabolita dehidro TC (mg/L) v vodni in organski fazi obeh gojišč. Metabolit je 
bil ekstrahiran na 4 različne načine (različni pH), kar prikazujejo točke od A-D:  A) HCl in EtOAc (pH 1,5) B) 
NaH₂PO₄ in EtOAc (pH 4,5-5,5) C) EtOAc (pH 7,5-8,0) D) NaOH in EtOAc (pH 8,5). 
 
Slika 6: Grafični prikaz celokupne količine dehidro TC in dehidro OTC (mg/L) v obeh fazah (organski in vodni fazi), 
pri sevu S. rimosus BF_148 v dveh različnih gojiščih po zakisanju (HCl) in zasičenju (NaH₂PO₄).  
Na TLC plošče smo nanašali le etil acetatne ekstrakte (torej organska faza), tako da nismo dobili 
informacije o prisotnosti tetraciklinov v vodnih fazah. Rezultati TLC analize so pokazali, da je 
najvišja koncentracija OTC dosežena pri vzorcih, ki so bili zasičeni z NaH₂PO₄ in nato ekstrahirani 
z etil acetatom iz GOTC produkcijskega gojišča. Te rezultate (Slika 3, vrsta 7-9) lahko primerjamo 
s koncentracijami OTC-ja v organski fazi iz LC-MS/MS analize pri metodi dodatka NaH₂PO₄ 
kulturi v GOTC gojišču (Slika 7; oranžen, metoda B) in vidimo, da so skladni. Kljub temu, pa je iz 
Slike 7 razvidno, da so najvišje koncentracije OTC-ja detektirane v vodnih ekstraktih, iz 
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industrijskega gojišča pri pH 1,5, iz GOTC gojišča pa pri pH 8,5 in pH 1,5. Tega s pomočjo 
tankoplastne kromatografije nismo mogli preveriti. Najvišje koncentracije OTC-ja v organskih 
ekstraktih so pri pH 4,5 in 8,5 v obeh gojiščih, kot smo to predvidevali iz TLC analize. 
 
Slika 7: Rezultati analize LC-MS/MS ekstraktov S. rimosus HP0508 kontrolnega seva. Prikazane so dobljene 
koncentracije OTC (mg/L) v vodni in organski fazi GOTC in MJN produkcijskega gojišča.  Metabolit je bil 
ekstrahiran na 4 različne načine (različni pH, kar prikazujejo točke od A-D:  A) HCl in EtOAc (pH 1,5) B) NaH₂PO₄ 
in EtOAc (pH 4,5-5,5) C) EtOAc (pH 7,5-8,0) D) NaOH in EtOAc (pH 8,5). 
 
Slika 8: Grafični prikaz celokupnih koncentracij OTC (mg/L) v obeh fazah (organski in vodni fazi), pri  S. rimosus 
HP0508 kontrolnem sevu v GOTC in MJN produkcijskem gojišču, po zakisanju (HCl) in zasičenju (NaH₂PO₄). 
Iz vseh zgoraj navedenih rezutatov lahko zaključimo, da je za organsko ekstrakcijo tetraciklinov 
najboljša metoda pri pH 4,5 - zasičenje z NaH₂PO₄ in potem ekstrakcija z EtOAc. Očitno pa je, da 
ostane več tetraciklinskih spojin v vodnih fazah. Zato bi bilo za dvig izkoristkov pri ekstrakciji 
potrebno postopek ekstrakcije z EtOAc ponoviti večkrat. 
4.2.2 Določitev količine tetraciklinov vezanih na amberlite in njihova ekstrakcija z 
metanolom  
Za določitev količine vezanih tetraciklinov na amberlite smo z LC-MS/MS analizirali metanolni 
ekstrakt amberlitov in zakisano kulturo, v kateri je v prisotnosti amberlitov potekala kultivacija 
seva S. rimosus BF_148. Želeli smo ugotoviti ali se oba medprodukta, dehidro TC in dehidro 
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OTC, vežeta na amberlite ali ostaneta v brozgi. Pri vrsti amberlitov D101 se je na amberlite vezala 
še enkrat večja koncentracija dehidro TC, kot ga je ostalo v supernatantu brozge. Kot je razvidno 
iz Slike 9, smo še boljše rezultate dobili pri amberlitih XAD16N, saj se je na njih vezala kar 5-krat 
višja koncentracija dehidro TC, kot jo je ostalo vodni fazi kulture. Prisotnosti dehidro OTC pri 
analizi metanolnega ekstrakta (desorbcija iz amberlitov) in brozge nismo zaznali. 
  
Slika 9: Koncentracija dehidro TC v metanolnem ekstraktu amberlitov D101 in XAD16N v primerjavi z koncentracijo 
dehidro TC v preostali kulturi (vodni fazi) MJN produkcijskega gojišča. 
4.2.3 Kultivacija seva S. rimosus BF_148 z amberliti v večjem volumnu 
Ker je bila koncentracija dehidroTC najvišja pri kultivaciji z amberliti XAD16N, smo metodo 
prenesli v večji volumen. Sev S. rimosus BF_148 smo gojili v 400 ml GOTC produkcijskega 
gojišča z dodatkom XAD16N amberlitov. Po koncu kultivacije smo dehidroTC iz amberlitov 
ekstrahirali z metanolom v treh zaporednih ponovitvah (vsakič smo dodali 40 mL svežega 
metanola) in vzorec vsake ponovitve analizirali na LC-MS/MS (preglednica 7). Razvidno je, da 
tudi v tretji zaporedni ekstrakciji še vedno dobimo visoke koncentracije medproduktov, kar 
pomeni da je bolj učinkovito če zaporedno izvedemo več ekstrakcij, tako da dodajamo sveže 
topilo. Ekstrakte smo združili in jih koncentrirali na rotavaporju ter v usedlini koncentratov 
določali prisotnost dehidro TC in dehidro OTC. V končnih koncentratih smo dobili povprečno 
koncentracijo 2 g/L dehidro TC in 0,4 g/L dehidro OTC. 
Preglednica 7: Povprečne koncentracije dehidro TC in dehidro OTC v 40 mL metanolnega ekstrakta. Prikazane so 
koncentracije vseh treh zaporednih metanolnih ekstrakcij XAD16N amberlitov iz GOTC produkcijskega gojišča pred 
koncentriranjem na rotavaporju. 
Vzorec Dehidro TC (mg/L)   Dehidro OTC (mg/L) 
XAD16N 1.ekstrakt 
XAD16N 2.ekstrakt 
XAD16N 3.ekstrakt 
341,5 
295,8 
205,9 
51,6 
44,2 
12,8 
5 RAZPRAVA 
Filamentozna bakterija Streptomyces rimosus je zelo pomembna industrijska kultura, katero 
intenzivno preučujemo v želji, da bi pridobili nove izboljšane seve za proizvodnjo oksitetraciklina 
(Petković in sod., 2017). Cilj diplomske naloge je bil določiti najbolj optimalno metodo za 
postopek ekstrakcije medproduktov tetraciklinov iz brozge kulture Streptomyces rimosus. Želeli 
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smo razviti učinkovito metodo ekstrakcije predvsem dveh tetraciklinskih medproduktov biosinteze 
oksitetraciklina.  
Izvajali smo ekstrakcijo tekoče-tekoče iz vodne v organsko fazo. Analize LC-MS/MS kažejo na to, 
da so najvišje koncentracije tetraciklinov prisotne v vodnih fazah, in ne organskih. Torej je 
ekstrakcija z organskim topilom relativno neučinkovita. Ekstrakcije z organskim topilom, kot 
navaja Pereira in sod. (2013), se izvajajo z EtOAc, ACN in metanolsko trikloroocetno kislino 
(TCA). Razskovalci navajajo, da je ekstrakcija tekoče-tekoče iz vodne v organsko fazo lahko 
zahtevna, zaradi nabojev tetraciklinov in njihove večje afinitete do vodne faze, kar smo tudi sami 
ugotovili po analizi rezultatov. Na TLC plošče smo nanašali le etil acetatne ekstrakte, tako da smo 
lahko po UV detekciji razbrali pri kateri pH vrednost smo uspeli prenesti največ tetraciklinskih 
spojin v organsko fazo. Slabost TLC metode je, da ni mogoče preverjati prisotnosti tetraciklinov, 
ki ostanejo v vodni fazi, ker vodni ekstrakti ne potujejo po stacionarni fazi tankoplastne 
kromatografije. Pri sevu S. rimosus BF_148 vseh lis na TLC plošči nismo mogli identificirati, tako 
smo lahko le sklepali na določene medprodukte, domneve so nam potrdili rezultati iz LC-MS/MS, 
ki so veliko bolj natančni.  
Ekstracijo tetraciklinov v organsko fazo omogoča tudi skupni nevtralen naboj na OTC pri pH 5,4 
(Pereira in sod., 2013). Mi smo v postopku organske ekstrakcije spreminjali pH brozge 
(1,5;4,5;7;8,5) in nato ciljne molekule ekstrahirali z etil acetatom v razmerju 1:1 (V/V). Najvišje 
koncentracije tetraciklinov v organski fazi smo zasledili pri metodi zasičenja z NaH₂PO₄ in s tem 
znižanja pH vrednosti na 4,5, kot v članku potrjujejo Pereira in sod. (2013). 
Zanimal nas je vpliv pH vrednosti na ekstrakcijo tetraciklinov. Pri visokih pH vredostih smo dobili 
višje koncentracije tetraciklinov v vodnih fazah, ker je, kot navaja Tongaree in sod. (2000) 
molekula v deprotonirani obliki pri pH nad 8. Tetraciklinski antibiotiki hitro razpadejo v vodnih 
raztopinah in so močno odvisni od pH vrednosti. OTC je bolj topen in ima slabšo stabilnost pri pH 
9,0 (Tongaree in sod., 2000). Tudi mi smo pri pH 8,5 dobili zelo visoke koncentracije OTC v 
vodnih ekstraktih. Dehidro TC pa smo detektirali pri višjih koncentracije v vodni fazi pri 
nevtralnem pH brozge. 
Redkeje uporabljena kromatografska tehnika sloni na osnovi polimerne stacionarne faze 
imenovane amberliti. Te so zmožne vezave hidrofobnih molekul iz polarnih topil ter hlapnih 
organskih spojin. Za vezavo metabolitov izkoriščajo hidrofobne interakcije, tvorbo vodikovih vezi 
in Van der Waalsove sile (Ferraro in sod., 2013). Adsorpcija oksitetraciklina se lahko zgodi s 
fizikalnimi mehanizmi, kot so vodikova vez, sile van der Waalsa in kemijskimi mehanizmi, kot so 
kationska izmenjava, protoniranje in elektrostatične interakcije (Kulshrestha in sod., 2004). V 
nalogi smo izvedli poskus vezave tetraciklinov na amberlite XAD16N in D101, in prišli do 
obetavnih rezultatov (preglednica 7, slika 9), kar pomeni, da so se tetraciklinski antibiotiki uspešno 
vezali na hidrofobne, nenabite sintetične absorbente. 
Tetracikline smo iz amberlitov ekstrahirali s 100% metanolom in kasneje metodo prenesli še na 
večji volumen, tako da smo izvedli 3 zaporedne ekstrakcije z dodajanjem svežega topila (100% 
metanol). Ta metoda se je izkazala za daleč najbolj uspešno metodo ekstrakcije, v končnem 
koncentratu smo dobili 2 g/L dehidro TC in 0,4 g/L dehidro OTC. Anderson in sod. (2005), 
navajajo da je topnost TC največja v alkoholih, kot sta metanol (MetOH) in etanol, medtem ko je 
bila različna v drugih organskih sestavinah, kot so etil acetat (EtOAc), aceton in acetonitril (ACN). 
Demonstrirali smo, da so tetraciklini veliko bolj topni v metanolu, kot v etil acetatu, in da se dobro 
vežejo na stacionarno fazo amberlitov (vrsta XAD16N). Ta metoda je bila tudi najbolj praktična za 
izvajanje, ker tetracikline pridobivamo samo iz amberlitov in ne iz celotne brozge (posledično 
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bistveno manjši volumni), zato smo jo brez težav prenesli v večji volumen. Metanolni ekstrakti so 
tudi primerni za nadaljne koncentriranje z uparevanjem.  
Metoda LC-MS/MS se je izkazala za učinkovito metodo določanja koncentracij tetraciklinov. TLC 
analiza je primerna tehnika, ki omogoča relativno hitro in enostavno analizo velikega števila 
vzorcev, ki omogoča selekcijo najbolj obetavne vzorce za nadaljne analize. V nadaljevanju, bomo 
v sodelovanju z zunanjim partnerjem izolirali ciljne metabolite, in potrdili njihove strukture s 
pomočjo NMR spektroskopije (angl.  nuclear magnetic resonance). Lahko zaključimo, da je 
metoda pri kateri uporabimo amberlite verjetno za potrebe izolacije, določitve strukture in 
testiranja spojin najbolj primerna metoda. 
6 SKLEPI 
V obsegu diplomske naloge smo prišli do naslednjih sklepov: 
- ekstrakcija tetraciklinov je zelo odvisna od pH vrednosti brozge 
- pri višji pH vrednosti se nahaja večja koncentracija OTC-ja v vodni fazi 
- najbolj učinkovita metoda za ekstrakcijo tetraciklinov je zasičenje vodne faze kulture z NaH₂PO₄ 
in ekstrakcija z etil acetatom (zaporedno 2-3 krat) 
- v GOTC produkcijskem gojišču dosežemo v laboratorijskem merilu višji donos oksitetraciklina 
kot v MJN industrijskem produkcijskem gojišču  
- dodatek amberlitov XAD16N v vodno fazo kulture je najbolj uporabna metoda ekstrakcijo 
dehidro TC ([M+H]+=443)  
- za izolacijo dovolj velikih količin dehidro OTC ([M+H]+= 459) bo potrebno spojino izolirati iz 
večjega volumna kulture, saj je ta TC interemdiat  prisoten v zelo nizkih koncentracijah 
7  POVZETEK  
Potreba po razvoju novih antibiotikov za boj proti patogenim bakterijam, ki so odporne na 
obstoječa zdravila, predstavlja pomembne izzive in priložnosti za biotehnološko in farmacevtsko 
industrijo. Oksitetraciklin je antibiotik širokega spektra, ki ga proizvaja pomemben industrijski 
mikroorganizem Streptomyces rimosus (Petković in sod., 2006). Zaradi vedno večje potrebe po 
novih terapevtikih, in ob ekonomsko ugodni proizvodnji, poskuša farmacevtska industrija čim bolj 
optimizirati in zmanjšati stroške bioproizvodnje antibiotikov. To vključuje tudi izboljšanje 
postopkov ekstrakcije in čiščenja (Pereira in sod., 2013). 
Namen diplomske naloge je bilo najti optimalni postopek za ekstrakcijo tetraciklinov iz kulture 
Streptomyces rimosus, ki bi se kasneje lahko prenesel tudi v večji volumen za potrebe analitike in 
izolacije dovolj velikih količin novih TC intermediatov. 
Delo smo pričeli z gojenjem obeh sevov - industrijskega seva S. rimosus HP0508 in gensko 
manipuliranega seva S. rimosus BF_148, na sporulacijskem gojišču, ki je induciralo tvorbo spor, te 
pa smo nato prenesli v vegetativno tekoče gojišče in naprej v produkcijsko gojišče. Po kultivaciji 
sevov v produkcijskem gojišču smo preverjali vpliv pH vrednosti na učinkovitost ekstrakcije 
tetraciklinov iz brozge. Preverjali smo dve produkcijski gojišči- GOTC in MJN produkcijsko 
gojišče, potem pa še industrijsko gojišče z dodanimi amberliti (dvojni amberliti – dva vzorca). Vse 
eksperimente smo izvajali v treh ponovitvah. Prvo serijo vzorcev (oba seva v obeh produkcijskih 
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gojiščih) smo zakisali z dodatkom 37% HCl, naslednjo serijo smo zasičili z NaH₂PO₄ in  tretji 
seriji vzorcev pH nismo umerjali (pH brozge ostane nespremenjen. Nazadnje pa smo zvišali pH z 
dodatkom NaOH. Ekstrakcijo tetraciklinov smo izvedli z etil acetatom v razmerju 1:1 (V/V). 
Preverjali smo prisotnost dehidro tetraciklina in dehidro oksitetraciklina pri sevu S. rimosus 
BF_148 z uporabo analitskih tehnik, kot sta tankoplastna kromatografija in masna spektrometrija. 
Kot kontrolni sev smo uporabili industrijski visokodonosni sev in pri tem preverjali produkcijo 
oksitetraciklina. Pri vzorcih, kjer smo v gojišče dodali amberlite, smo amberlite najprej presejali 
čez posebno sito in jih dobro sprali z dH₂O. Tetracikline smo iz amberlitov ekstrahirali z dodatkom 
metanola. Zanimala nas je koncentracija dehidro TC in dehidro OTC v ekstraktu brozge in 
ekstraktu amberlitov in s tem uporabnost amberlitov za ekstrakcijo tetraciklinov. Za najbolj 
učinkovito metodo ekstrakcije se je izkazal dodatek amberlitov XAD16N v vodno fazo kulture S. 
rimosus in ekstrakcija tetraciklinov z metanolom. Metodo smo nato prenesli v večje merilo (400 
mL) ter dobljene ekstrakte koncentrirali z uparjanjem. 
Rezultati tega pristopa so zelo obetavni, saj smo pri prenosu v večji volumen dosegli koncentracije  
2 g/L dehidro TC in 0,4 g/L dehidro OTC v združenem koncentratu vzorcev. 
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PRILOGA A 
 
Tvorba treh slojev po centrifugiranju po ekstrakciji z EtOAc vzorca S. rimosus BF_148 v 
GOTC produkcijskem gojišču. a) HCl in EtOAc (pH 1,5) b) NaH₂PO₄ in EtOAc (pH 4,5-5,5) 
c) EtOAc (pH 7,5-8,0) d) NaOH in EtOAc (pH 8,5). Pri nižjem pH je zgornji sloj organska 
faza in spodnji vodna faza, pri višjem pH pa se sloja obrneta, kar je tudi razvidno iz slike. 
 
 
Priloga A1: Tvorba treh slojev v kulturi po centrifugiranju (po dodatku EtOAc). 
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PRILOGA B 
 
Potek dela 
Poskus vpliva pH na ekstrakcijo tetraciklinov (Slika 3) smo začeli z mikrobiološkim delom, 
kjer smo najprej oba seva gojili na trdnem sporulacijskem gojišču, ki je induciralo tvorbo 
spor, le-te pa smo nato inokulirali v vegetativno tekoče gojišče in potem naprej v 
produkcijsko gojišče. Industrijski sev S. rimosus HP0508 in sev S. rimosus BF_148 smo gojili 
v obeh – GOTC in MJN produkcijskem gojišču. Sledila je izolacija, kjer smo najprej brozgi 
spreminjali pH, nato pa izvedli ekstrakcijo z etilacetatom in vzorce predali na analizo. 
  
 
Priloga B1: Shema dela –  vpliv pH na ekstrakcijo. 
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Pri poskusu ekstrakcije tetraciklinov z amberliti (Priloga B2), smo prav tako začeli z 
mikrobiološkim delom, le da se je od prejšnjega poskusa (Priloga B1) razlikoval po tem, da 
smo v MJN produkcijsko gojišče pred inokulacijo dodali dve vrsti amberlitov. V drugem delu 
smo le-te najprej presejali iz kulture in jih sprali ter iz amberlitov z uporabo metanola eluirali 
tetraciklinske spojine. Ostalo kulturo smo zakisali do pH 1,5 in supernatant poslali na analizo. 
Na analizo smo prav tako poslali tudi metanolni ekstrakt. Metodo smo kasneje prenesli v večji 
volumen. 
 
 
Priloga B2: Shema dela – ekstrakcija tetraciklinov z uporabo amberlitov. 
 
